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Ш и р о к о е внедрение в сферу человеческой д е я т е л ь н о с т и синтети­
ческих химических п р е п а р а т о в д е л а е т одной из в а ж н е й ш и х з а д а ч вы­
я в л е н и е их потенциальной мутагенной активности . Р а з н о о б р а з и е объ­
ектов и способов т е с т и р о в а н и я у в е л и ч и в а е т г а р а н т и ю всестороннеГт 
оценки т а к и х п р е п а р а т о в . 
О б щ е р а с п р о с т р а н е н н ы м , но весьма т р у д о е м к и м методическим 
приемом оценки мутагенной активности я в л я е т с я у с т а н о в л е н и е числа 
измененных особей, отнесенного к числу в ы ж и в ш и х . К р о м е трудоемко­
сти этой методике свойственны и специфические источники ошибок, 
к а к , н а п р и м е р , увеличение числа м у т а н т о в за счет о т б и р а ю щ е г о , а не 
в ы з ы в а ю щ е г о мутации , э ф ф е к т а изучаемого агента [3]. Использование 
феномена индукции мутантов у м и к р о о р г а н и з м о в на плотн ы х средах 
в селективных у с л о в и я х при внесении агента непосредственно в чаш­
ки П е т р и б ы л о п р е д л о ж е н о И е р о м и С ц и б а л ь с к и м [221 в качестве теста 
на м у т а б и л ь н о с т ь . В этом с л у ч а е с р а в н и в а ю т с я ч а с т о т ы мутантных 
колоний в ч а ш к а х П е т р и с р а в н о м е р н о р а с п р е д е л е н н ы м и к л е т к а м и ис­
ходных ф о р м на р а в н ы х по п л о щ а д и у ч а с т к а х г а з о н а к а к вблизи на­
несенного мутагена , т а к и за п р е д е л а м и зоны его д и ф ф у з и и . При этом 
ошибки , с в я з а н н ы е с о т б и р а ю щ и м действием м у т а г е н а , могут умень­
шить , но не у в е л и ч и т ь искомый мутагенный э ф ф е к т . 
П р и р о с т числа м у т а н т н ы х колоний на у ч а с т к е , соответствующем 
зоне д и ф ф у з и и м у т а г е н а , свидетельствует о п о я в л е н и и р а н е е не суще­
с т в о в а в ш и х м у т а н т н ы х потомств , т. е. об а к т а х м у т а ц и и . К настоящему 
времени этот тест н е о д н о к р а т н о и с п о л ь з о в а л с я в генетике микроорга­
низмов [12, 18]. 
Д л я водорослей этот тест был а п р о б и р о в а н на аргининзависимых 
м у т а н т а х х л а м и д о м о н а д ы 137С [23]. Н и ж е п р и в о д я т с я р е з у л ь т а т ы эк­
спериментов , проведенных на а р г и н и н з а в и с и м ы х м у т а н т а х хлореллы. 
Они п о з в о л я ю т р е к о м е н д о в а т ь учет реверсий у этих ш т а м м о в в каче­
стве простого теста д л я в ы я в л е н и я мутагенной а к т и в н о с т и препаратов 
у ф о т о с и н т е з и р у ю щ и х о р г а н и з м о в . О д н о в р е м е н н о на этих объектах 
у д а е т с я р е г и с т р и р о в а т ь м у т а б и л ь н о с т ь по с т а н д а р т н о м у критерию 
«частота возникновения пигментных м у т а н т о в » [ 1 , 2, 4, 15, 17]. 
М а т е р и а л и методы. В данной р а б о т е и с п о л ь з о в а н а к о л л е к ц и я ар­
г и н и н з а в и с и м ы х ( А Р Г ) мутантов х л о р е л л ы , п о л у ч е н н ы х после обра­
ботки р а с т в о р о м нитрозометилмочевины к л е т о к п р о т о т р о ф н о г о штамма 
В Chlorella vulgaris [14, 16]. Б ы л о в ы б р а н о ч е т ы р е м у т а н т а , различия 
м е ж д у которыми о п р е д е л я л и с ь х а р а к т е р о м п и щ е в ы х потребностей . Два 
м у т а н т а А Р Г - 1 1 и А Р Г - 2 2 н у ж д а ю т с я т о л ь к о в а р г и н и н е , д в а других 
м у т а н т а А Р Г - 2 и А Р Г - 3 н у ж д а ю т с я л и б о в аргинине , л и б о в орнитине. 
Р а б о т а с р а з л и ч н ы м и т и п а м и м у т а н т о в г а р а н т и р о в а л а у ч а с т и е в экс 
перименте форм, несущих м у т а ц и и в р а з н ы х генах по а н а л о г и и с хла­
м и д о м о н а д о й [28]. В ы б р а н н ы е м у т а н т ы х а р а к т е р и з о в а л и с ь четкой ре 
акцией на д о б а в к и ф а к т о р о в роста и д а в а л и д о с т а т о ч н о низкий уро 
вень спонтанных реверсий к п р о т о т р о ф н о с т и (менее 1 0 ~ 8 — Ю - 1 0 ревер 
тавтов на клетку за п о к о л е н и е ) . 
К л е т к и а у к с о т р о ф н ы х м у т а н т о в р а з м н о ж а л и на с р е д е Ф Г А [15] с 
82 
л 10/ аргинина: азот — в ф о р м е н и т р а т а к а л и я , о с т а л ь н ы е компоненты 
Трального р а с т в о р а (Ф) с о о т в е т с т в о в а л и н а б о р у солей р а с т в о р а 
Кнопа; глюкоза (Г) — 2 0 г на л и т р ; а г а р - а г а р (А) — до 2%. 
В качестве м у т а г е н о в и с п о л ь з о в а н ы э т и л ь н ы е и м е т и л ь н ы е произ ­
водные мочевины ( Н Э М , Н М М ) и н и т р о з о г у а н и д и н ( Н Г ) . Д е й с т в и е 
этих мутагенов с р а в н и в а л и с действием пестицида д и у р о н а ( Д У ) . 
Диурон ( д н х л о р ф е н н л д и м е т и л м о ч е в и н а ) известен к а к с п е ц и ф и ч е с к и й 
ингибитор функций х л о р о п л а с т а , в частности ф о т о ф о с ф о р и л и р о в а н и я . 
у эвглены Д У у м е н ь ш а е т к о л и ч е с т в о х л о р о п л а с т н о й Д Н К на к л е т к у 
271 Мутагенные э ф ф е к т ы с в я з а н ы с индукцией пигментных м у т а н т о в 
и мутантов устойчивости к Д У у х л о р е л л ы [6]. 
Нанесение м у т а г е н а в центр ч а ш к и и б у м а ж н ы х дисков с а м и н о ­
кислотами по п е р и ф е р и и ее п р и в е л о к о б р а з о в а н и ю частично перекры­
вающихся зон д и ф ф у з и и . М у т а г е н н ы й э ф ф е к т Н Г , Н М М и Н Э М б ы л 
приурочен к у ч а с т к у п е р е к р ы в а н и я зоны остаточного роста с зоной 
диффузии м у т а г е н а . Е с л и м у т а г е н и аргинин были на одном диске , это 
позволяло на одной ч а ш к е с о п о с т а в и т ь э ф ф е к т 4—5 п р е п а р а т о в . М у т а ­
генез наблюдали в зоне о с т а т о ч н о г о роста д и а м е т р о м 25—30 мм, о б р а ­
зовавшейся при д и ф ф у з и и 5—10 мкг аргинина и 0,01 —10 мкг испыты­
ваемого п р е п а р а т а из б у м а ж н о г о диска . Т р е б у е м у ю дозу п о л у ч а л и , 
смачивая 100 д и с к о в р а с т в о р о м аргинина и и с п ы т ы в а е м о г о п р е п а р а т а 
до полного в п и т ы в а н и я в л а г и . 
Последовательность о п е р а ц и й б ы л а с л е д у ю щ е й . Н е п о с р е д с т в е н н о 
перед проведением э к с п е р и м е н т а п р о в е р я л и потребности ш т а м м о в в 
аминокислотах, д л я чего по к р а ю ч а ш к и с газоном к л е т о к на поверх­
ности среды Ф Г А в н о с и л и диски , с о д е р ж а щ и е не менее 100 мкг а м и н о ­
кислот: аргинин, о р н и т и н , ц и т р у л и н и л ю б о е из а м м о н и й н ы х соедине­
ний. Рост вокруг т о ч е к внесения т о л ь к о аргинина ( А Р Г - 1 1 , А Р Г - 2 2 ) 
или всех трех а м и н о к и с л о т ( А Р Г - 2 , А Р Г - 3 ) у к а з ы в а л на типичность 
культуры. Д л я м у т а ц и о н н ы х о п ы т о в и с п о л ь з о в а л и м е т о д и к у д в у х с л о й ­
ного агара: поверх с р е д ы Ф Г А с 2% а г а р а в ч а ш к у П е т р и н а н о с и л и 
10 мл полужидкой с р е д ы Ф Г А ( а г а р а 0,7—1,0%) с 10 / к л е т о к ауксо -
трофной культуры . Т а к а я ч а ш к а в ы г л я д е л а п р о з р а ч н о й и после 12— 
16 ч инкубирования; за э то в р е м я на «голодном» а г а р е к л е т к и синхро­
низировались, п р е в р а щ а я с ь в а в т о с п о р ы . З а т е м по п е р и ф е р и и ч а ш к и 
на равном у д а л е н и и д р у г от д р у г а р а з м е щ а л и а р г и н и н с о д е р ж а щ и е дис­
ки с испытываемыми п р е п а р а т а м и и к о н т р о л ь н ы й диск, с о д е р ж а щ и й 
только аргинин в к о л и ч е с т в е 1—5 мкг . Этого количества б ы л о достаточ ­
но, чтобы в ы з в а т ь в зоне д и ф ф у з и и (2,5 см д и а м е т р о м ) две с п о р у л я ц и и 
клеток хлореллы (8—16 к л е т о к ) в течение первых двух суток. В п е р и о д 
первой споруляции о с у щ е с т в л я л с я м у т а г е н е з во всех п о с л е д о в а т е л ь н ы х 
фазах клеточного ц и к л а , а п р о х о ж д е н и е второй с п о р у л я ц и и п о з в о л я л о 
снять з а д е р ж к у п р о я в л е н и я м у т а ц и и с т р у к т у р н ы х генов . Реализация 
более поздних а к т о в м у т а г е н е з а з а т р у д н я л а с ь п р е к р а щ е н и е м остаточ­
ного роста. М у т а г е н н ы й э ф ф е к т у ч и т ы в а л с я в б а л л а х , д л я этого рас­
считывали д в о и ч н ы й л о г а р и ф м числа м у т а н т н ы х колоний на площади 
около 5 с м 2 ( зона д и а м е т р о м 25 м м ) . Н о л ь или 1 м у т а н т соответство­
вали нулевому б а л л у , 2 к о л о н и и — оценке в один б а л л , 3 и 4 — двум 
баллам, от 5 до 8 м у т а н т о в — т р е м б а л л а м , от 9 до 16 —четырем, от 
" До 32 колоний — п я т и и от 33 до 64 — шести б а л л а м ; случай, когда 
индуцировано б о л е е 64 м у т а н т о в , п о л у ч а л оценку в 7 б а л л о в . 
Часть э к с п е р и м е н т о в была проведена на синхронизированных 
культурах штамма АРГ-2. Д л я синхронизации культур использовали 
М е тод, п р е д л о ж е н н ы й С п е к т о р о в ы м и Линьковой [ 8 ] . Оценка степени 
синхронизации в е л а с ь методом Энгельберга [20]. С о с т о я н и е клеточных 
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делений к о н т р о л и р о в а л и на твердой среде по д о л е клеток , прошедших 
первую и вторую споруляции . Синхронные к у л ь т у р ы шт. А Р Г - 2 с из­
вестной п р о д о л ж и т е л ь н о с т ь ю клеточного цикла п о м е щ а л и в плоско­
донные колбы и в ы с т а в л я л и на свет (освещенность 8000 лк , ^ = + з о ° С ) . 
Ч е р е з к а ж д ы е 2 ч в течение всего клеточного ц и к л а о т б и р а л и пробы 
по 1 мл и с л и в а л и р а в н ы е о б ъ е м ы суспензии клеток п р а с т в о р а мута­
гена Н М М . О б р а б о т к а мутагеном д л и л а с ь 30 мин. В о с т а л ь н о м дета­
ли проведения эксперимента б ы л и с т а н д а р т н ы м и [13]. 
Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 
1. Специфика мутагенеза у аргининзависимых штаммов хлорел­
лы. Д л я определения специфики м у т а г е н е з а , в ы з в а н н о г о действием 
Н М М в концентрации 3 - 1 0 ~ 2 М , б ы л поставлен э к с п е р и м е н т на син­
хронной культуре ауксотрофного ш т а м м а А Р Г - 2 . Р е г и с т р и р о в а л и му­
тации двух разных типов: генные мутации у а у к с о т р о ф о в к прототроф-
ности и м у т а ц и и , приводящие к 
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пигментной мозаичности , генетиче­
с к а я природа к о т о р ы х е щ е неиз­
вестна и которые в равной мере 
могут быть к а к п л а с т и д н ы м и мута­
циями, т а к и р е з у л ь т а т о м хромо­
сомных а н о м а л и й . Синхронность 
к у л ь т у р ы , о п р е д е л е н н а я по крите­
рию Э н г е л ь б е р г а [ 2 0 ] , равнялась 
77,8%, что б л и з к о к степени син­
хронности, описанной в других экс­
периментах на в о д о р о с л я х [19] и 
пересчитанной этим ж е способом. 
В ы ж и в а е м о с т ь п мутабильность 
клеток в синхронном цикле изме­
няются з а к о н о м е р н о (рис . 1): вслед 
за падением в ы ж и в а е м о с т и пик мо­
заичных м у т а н т о в приходится на 
10—14-й ч ц и к л а , второй пик мута­
бильности с о в п а д а е т с уменьшени­
ем л е т а л ь н о г о э ф ф е к т а и прихо­
дится на 18—20-й ч ц и к л а . Анало­
гичная с в я з ь и з м е н е н и й летально­
сти и частоты с е к т о р и а л ь н ы х мута­
ций описана у ш т а м м а ЛАРГ-1 
[5, 7 ] . В э к с п е р и м е н т а х этих авто­
ров первый пик мутабильности и 
летальности приходится на момент первой волны синтеза Д Н К ядра. 
Особенность данного момента в том, что в это в р е м я у водорослей на­
чинается синтез сателлитной Д Н К [19, 21, 24] . 
Частоты появления ревертантов х а р а к т е р и з у ю т с я о д н и м м а л ы м и 
одним большим пиком. Маскимум частоты реверсий с о в п а д а е т по вре­
мени со вторым пиком частоты пигментных м о з а и ч н ы х м у т а н т о в . Этот 
пик соответствует периоду н а и б о л е е интенсивного синтеза Д Н К (вто­
рой и третий никлы у д в о е н и я ) . В этот ж е период у другой зеленой во­
д о р о с л и — х л а м и д о м о н а д ы — в о з н и к а ю т в б о л ь ш е м к о л и ч е с т в е ядер­
ные мутации стрептомицинустойчивости [9, 10, 23]. М а л ы й пик мута­




Рис. 1. Влияние нитрозометилмочеви-
ны на выживаемость и мутабильность 
клеток синхронизированной культуры 
аргининзависимого штамма хлореллы 
АРГ-2. 
/ — пигментные мутанты (мозаичного т и п а ) ; 
/ / — реверсы к прототрофностп от аргинин-
ззвнснмости 
S4 
, я к т е р и с т и к а мутабильности аргининзависимых штаммов хлореллы (АРГ~) 
по'частоте появления реверсов в зоне д и ф ф у з и и мутагенов (НГ, НММ, НЭМ, ДУ 
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Н Э М ДУ 
ДРГ-2 Темнота, мут. 0,1 мкг . . . . 0 Л—6 1—2 1—4 0 
мут, 3,0 мкг . . . . HI , НЭМ 0 4—л 1-4 0 - 3 0 
Свет, мут. 10,0 мкг л У 0 1—2 0 - I 0 - 1 0 
АРГ-3 Темнота, мут. 0,1 мкг . . . . — 0 о 0 0 0 
Свет, мут. 1,0 мкг ДУ о 2 - 3 0 0 0 
АРГ-П Темнота, мут. 0,1 мкг . . . . — 0 - 1 7 1-2 1-2 0 - 1 
мут. 10,0 мкг . . . HI , НММ 0 - 1 0 0—1 1 1 0 - 1 мут. 3,0 мкг • . . НГ 0 - 1 4—0 3 - 5 1—2 0—1 
Свет, мут. 10,0 мкг ДУ 0 4 -G 0 - 4 1-3 0 
АРГ-22 Темнота, мут. 1,0 мкг . . . . — 0 4 - о 0 - 3 1-2 0 
мут. 3,0 мкг . . . . Hi 0 3 1 3 0 
* Оценка в баллах соответствует двоичному логарифму числа реверсов на площадь 5 см-. 
может быть о б у с л о в л е н а с и н х р о н н о с т ь ю р е п л и к а ц и и . Т а к и м о б р а з о м , 
при действии Н М М р е в е р с и и к п р о т о т р о ф н о с т и у х л о р е л л ы в о з н и к а ю т 
преимущественно в период , к о г д а по л и т е р а т у р н ы м д а н н ы м воспроиз ­
водится основная ч а с т ь я д е р н о й Д Н К , а пигментные м у т а н т ы п о я в л я ­
ются как в это ж е в р е м я , т а к и р а н ь ш е . У х л а м и д о м о н а д ы при изуче­
нии частот в о з н и к н о в е н и я м у т а ц и й ауксотрофности и а ц е т а т з а в и с и м о -
сти, индуцированных Н Г , т а к ж е б ы л и о б н а р у ж е н ы два пика м у т а б и л ь ­
ности [26]: первый — в и н т е р в а л е 6—9 ч, по Хауэлу , в этот период син­
тезируется Д Н К р н б о с о м н ы х полигенов [21], второй — в и н т е р в а л е 
16—19 ч. И м е н н о в этот п е р и о д п р е и м у щ е с т в е н н о в о з н и к а л и м у т а ц и и 
ауксотрофности. М у т а ц и и а ц е т а т з а в и с и м о с т и ч а щ е всего п о я в л я л и с ь 
в период первого пика , а они по своей природе я в л я ю т с я и з м е н е н и я м и 
регуляторных генов . 
2. Сравнение мутагенного эффекта диурона и стандартных мута­
генных препаратов (НЭМ, НММ, НГ) диффузным способом. В т а б л и ­
це приведены р е з у л ь т а т ы о п ы т о в , к а ж д ы й из которых б ы л п о с т а в л е н 
в трех повторностях . О т н о с и т е л ь н о м а л ы е р а з м е р ы зон д и ф ф у з и и тес ­
тируемых п р е п а р а т о в п о з в о л и л и на одной ч а ш к е с о п о с т а в л я т ь э ф ф е к т 
четырех веществ и к о н т р о л ь н о г о д и с к а на к л е т к и одного ш т а м м а . 
з о н а х к о н т р о л ь н ы х д и с к о в и з р е д к а в с т р е ч а ю т с я по 1—2 р е в е р т а н т а 
(0—1 балл) д л я ш т а м м а А Р Г - 1 1 . У других ш т а м м о в в к о н т р о л ь н ы х 
Дисках почти не в с т р е ч а л и с ь р е в е р т а н т ы ( б а л л о в а я оценка — 0 ) . 
г Три мутагена ( Н Г , Н Э М и Н М М ) в ы з ы в а л и на 7—8-й день инку­
бации появление к о л о н и и от р е в е р т и р о в а в ш и х к л е т о к в зоне с т и м у л я ­
ции роста. Эти к о л о н и и б ы л и видны к а к т е м н о - з е л е н ы е в к р а п л е н и я в 
Участках р а з м н о ж е н и я а у к с о т р о ф н ы х клеток . Д л я Н М М б ы л о х а р а к -
, е Рно появление р е в е р т а н т о в в зоне о с т а т о ч н ы х д е л е н и й и з н а ч и т е л ь -
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НС. 
но м е н ь ш а я частота их встречаемости в у д а л е н н ы х от места нанесе­
ния а р г и н и н а участках чашки П е т р и . Р е в е р с о в в зоне д и ф ф у з и и Ду 
не найдено , если не считать 
в а р и а н т А Р Г - 1 1 , где оценка 
б ы л а 0 — 1 , к а к и в контро­
ле (рис. 2 ) . 
Фенотнпнчески сходные 
м у т а н т ы неодинаковы по 
м у т а б и л ь н о с т и и по воспро­
изводимости мутагенного 
э ф ф е к т а . Ш т а м м АРГ -3 ре-
вертирует л и ш ь при дейст­
вии Н Г , д л я А Р Г - 2 2 оценка 
в б а л л а х н и ж е и менее чет­
ка, чем д л я ш т а м м о в АРГ-2 
и А Р Г - 1 1 . П о с л е д н и е мута­
бильны при всех вариантах 
воздействия , к р о м е ДУ. 
Н а и б о л е е а к т и в н ы м мута­
геном по д а н н ы м этого тес­
та я в л я е т с я Н Г , затем НММ 
и Н Э М . Д л я Д У не получе­
но у к а з а н и и на мутагенный 
э ф ф е к т в д а н н ы х условиях. 
М у т а г е н ы о б л а д а ю т замет­
ным л е т а л ь н ы м эффектом: 
при к о н ц е н т р а ц и и препара­
та 10,0 м к г на диск зона 
роста ( э ф ф е к т аргинина) 
почти полностью п е р е к р ы в а е т с я зоной и н г и б и р о в а н и я д л я Н Г и на !/з 
д л я Н М М и Н Э М . В этих с л у ч а я х реверсы п о я в л я ю т с я за пределами 
зоны ингибирования и о к р у ж а ю т диск к о л ь ц е о б р а з н о й зоной. Опреде­
ленные д л я этих условий о п т и м а л ь н ы е дозы с о с т а в и л и 1,0—10 мкг на 
диск д л я Н М М и Н Э М и 0,1 — 1,0 мкг д л я Н Г . 
Свет р а з р у ш а е т д а н н ы е мутагены и одновременно способствует выжи¬
ванию водорослей, что проявляется в уменьшении з о н ы ингибирования. 
Ингибирование диуроном роста водорослей у с и л и в а е т с я на свету, 
но при этом не н а б л ю д а е т с я мутагенеза . С п е ц и ф и ч н о с т ь генетического 
действия Д У на водоросли, п р о я в л я ю щ е г о с я л и ш ь в индукции пиг­
ментных мутаций, м о ж е т быть связана с ц и т о г е н е т и ч е с к и м механиз­
мом его э ф ф е к т а . П р о в е р к а этого п р е д п о л о ж е н и я с е й ч а с становится 
возможной, так как создана к о л л е к ц и я ш т а м м о в х л а м и д о м о н а д ы , в 
р а з л и ч н о й степени устойчивых к д а н н о м у г е р б и ц и д у [11 , 25]. Н а основе 
этом коллекции нами получены диплоиды, в р а з н о й степени устойчивые 
к Д У , ч го позволяет изучить э ф ф е к т ы Д У к а к на г е н о м н ы е , т а к и ор­
гане, п[-иыv д етерминанты . 
Таким образом , д и ф ф у з и о н н ы й тест п о д т в е р д и л пригодность аук-
СОТрофных мутантов х л о р е л л ы для изучения м у т а г е н н ы х эффектов 
пестицидов на водоросли по тесту «частота реверсии к прототрофно-
сти». Д л я гербицида диурона п о к а з а н о отсутствие э ф ф е к т а по крите­
рию -частота рсвертирования к прототрофности» . 
ВЫВОДЫ 
ю ж е н простой способ оценки м у т а г е н н о й активности пре-
2. Качественный тест на мутагенную актив­
ность водорастворимых веществ по частоте по­
явления колоний ревертантов у штамма API-11 
в зоне диффузии агента. 
ВНОСИЛИ но Ю.О мкг аргинина и по 1 мкг мутагена 
( Н И М . НЭМ. НГ, Д У ) на к а ж д о м диске . Верхний 
диск с о д е р ж и т только аргинин — контроль (К) , 
ка инкубирована на свету и Д У подавляет рост 




п а р а т о в на 
орглни <мов 
клетках х л о р е л л ы к а к п р е д с т а в и т е л я фотосинтезируюших 
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2 Все и с с л е д о в а н н ы е п р е п а р а т ы , к р о м е Д У , э ф ф е к т и в н ы в и н д у к ­
ции мутации всех т и п о в . Д У не в ы з ы в а е т п о я в л е н и я р е в е р с о в от А Р Г ~ 
к А Р Г + У х л о р е л л ы . 
Summary 
A modification of spot — testing procedure for evaluation of mutagenic effects of 
hemicals on green algae was proposed. The frequence of reversion from ar^ininde-
c
 d e n c e to prototrophy was determined for number of auxotrophic mutants. The seve­
ral substances could be tested on the same Petry dish with a layer of a suspension of 
auxotrophic cells in semisolid agar on surface of minimal media. The mutagens in 
paper disks were applicated together with trace of arginine (the growth factor). The 
latter one allows to pass the two sporulation of cells and enable the appearance of 
induced mutations in form of clones with changed phenotype (prototrophic). The exDe 
nments with synchronous culture of ARG-2 mutant give some indication on chromo­
somal localization of reversions from arginindependence to a prototrophic state 
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